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　【要旨と結論】赤血球濃度1．5×107個／mlを溶血させ抽出したヘモグロビン濃度とmono・L－aspartyl
chlorin　e6濃度1．25μmo1／1での領域で両者の吸収スペクトルを比べるとヘモグロビンの波長576　nmと
mono－1！aspartyl　chlorin　e6の波長664　nmとは各々独立的に存在していた．
　赤血球崩壊率はレーザー照射による光線力学的治療により血漿中に放出されたホモグロビンの吸収波長
576nmの観測から求めた．赤血球濃度1．5×107個／ml　PBS溶液にmono－L－aspartyl　chlorin　e6を1．25
μmol／1になるように添加したとき半導体レーザーを波長664　nm，出力66　mW／cm2で50　J／cm2になるよう
に照射すると赤血球崩壊率は100％となった．しかし，赤血球はBSAとmono－L－aspartyl　chlorin　e6が同
じモル比で存在すると50J／cm2レーザー照射を行っても崩壊しない事が確認された．赤血球に直接mono－
L－aspartyl　chlorin　e6力玄接触しているとレーザー照射に伴って赤血球崩壊を起こす事が確i認された．
はじめに
　腫瘍に対して親和性を持っている感受性物質であ
るヘマトポルフィリン誘導体（HpD）はウシの血液
より取り出されたヘマトポルフィリンを酢酸と硫酸
の処理によって1960年にLipsonによる生成され
た1）．翌年，彼らはHpDを人に静脈注射した後，　HpD
が腫瘍部位に蓄積している状態を赤い蛍光を観察し
て確認し，今日の光線力学的癌診断Photodynamic
diagnosis（PDD）法の発展のきっかけを作った．そ
の後，1978年にDougherty等はアルゴン色素レー
ザーを用い，HpDの光化学反応によりマウス乳癌
の治療に成功し2），光線力学的癌治療法Photody－
namic　therapy（PDT）としての足がかりを作った．
1978年に早田等はHpDの癌に対する診断・治療の
効果に注目し，Doughertyの協力のもとに動物実験
を開始し，初期の犬の肺癌のPDD，　PDTの充分な診
断・治療の効果を確認した3）4）．その後，いっそう腫
瘍親和性の優れたHpDの多量体であるPhotofrin
が開発され，エキシマ色素レーザーを用いた光線力
学応訴治療法で種々の早期癌に対する臨床治験が行
われ，その効果が証明された．近年，Photofrinに続
く第二世代の光感受性物質の開発が進み，クロリン
系でmono－L－aspartyl　chlorin　e6を光線力学的治療
法に用いる研究が進んでいる5）一一8）．
　理想的な光感受性物質は血液中の赤血球に含まれ
るヘモグロビン等の生体物質による吸収帯から逃れ
るために600nmよりも長波長側に吸収帯をもち，
その吸収波長のレーザー光線によって励起され，充
分な活性酸素を産生する事，及び腫瘍親和性に優れ
腫瘍組織内には均等に分布し，且つ，正常組織から
早く排泄される物質である．
　光感受性物質mono－L－aspartyl　chlorin　e6は
Photofrinの吸収スペクトル628　nmに比較してヘ
モグロビン等の生体構成要素による吸収帯が少ない
664nmに吸収ピークを持ち，吸収ピークを単純に比
較してみると同一濃度でPhotofrinを1とした場合
に8．8となり，吸収特性が優れている9）．この特性は
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Figure　1　Structure　of　mono－L－aspartyl　chlorin
　e6
　Mono－L－aspartyl　chlorin　e　6　is　a　photosensit－
　izer　with　a　molecular　weight　of　799．7　in
　which　the　double　bond　porphyrin　ring　has
　been　reduced　and　an　aspartic　acid　is　attached
　to　the　propionic　group　at　the　carbon　of　the
　tetrapyrole　ring　via　a　peptide　linkage．
光線力学的治療法にとって治療効果を高めるために
重要な要因となる．
　今回，mono－L－aspartyl　chlorin　e6による光線力
学的治療法を行っている時に，血液中の赤血球の崩
壊状況をウサギ血液を用いてin　vitro系で検索した
ので報告する．
材料と方法
　実験動物は雌性日本白色ウサギ体重3kg（日本生
物材料KK東京）を使用した．光感受性物質mono－
L－aspartyl　chlorin　e6はテトラピロール環のD環
にある二重結合が一つ解裂したクロリン環の炭素
17位置にアミド結合によりアスパラギン酸塩を一
つ側鎖に付けた構造をもつ分子量799．7の光感受性
物質（明治製菓KK東京）である（図1）．　Bovine
serum　alubumin　（BSA）　はフラクションV
（Armour　Pharmacential　Co．　Ltd．　USA）の平均分
子量68000を使用した．
　照射用レーザーは半導体レーザー（松下産業機器
KK大阪）を用い，発振波長664　nm，出力66　mW／
cm2で使用した．
　1）赤血球の調製
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　雌性日本白色ウサギ耳静脈よりヘパリン0．1ml
在中の採血管に3m1採取した．この血液を3000
rpm．で10分間遠心分離し，赤血球を沈渣させ後に
リン酸緩衝液（PBS）pH　7．1を3m1加えて3000
rpm．で10分間遠心分離操作を3回繰り返した．こ
の赤血球濃度3×107個／mlを取り出して光線力学
的実験のサンプルとして用いた．又，赤血球の崩壊
率は蒸留水にて溶：血させた赤血球濃度（1．5×107
個／mlから9．375×105個／ml）に対するヘモグロビ
ンの吸光波長576nmの吸光度を観測し検査線を作
成し，崩壊前の赤血球から検量線で算出した後に崩
壊した赤血球数の割合を求めた．
　2）　光線力学的実験法
　赤血球濃度1．5×107個／mlのPBS溶液中に
BSAを添加しない状態でmono－L－aspartyl　chlorin
e6を0，0．156，0．313，0．625，1．25，2．5，5，10μmol／
1になるようにそれぞれ添加して，半導体レーザー
を波長664nm，出力66　mW／cm2で50　J／cm2にな
るように照射した．この溶液を3000rpm．で10分間
遠心分離した後に上澄をヘモグUビンの吸収波長
576nmの吸光度から血球の濃度を検量線より読み
取り，レーザー照射前の赤血球濃度からの差を算出
して，その値に容積を考慮して赤血球のレーザー照
射による崩壊率を出した．
mono－L－aspartyl　chlotin　e6の各濃度のPBS溶
液にBSAを1．25と2．5μmol／1になるように添加
して2つの系列の溶液を作成して上記のレーザー照
射を行いmono↓一aspartyl　chlorin　e6の光線力学的
反応による赤血球の崩壊率を算出した．
　赤血球濃度1．5×107個／ml中にmono－L－aspartyl
chlorin　e6を2．5μmol／1含有している溶液にBSA
を0，0．625，1．25，2．5，5μmo1／1になるように添
加して，上記のレーザー照射を行い赤血球の崩壊率
を算出した．
　赤血球濃度1．5×107個／mlを取り出し，半導体レ
ーザーを波長664nm，出力66　mW／cm2で50　J／
cm2になるように照射した群と照射しない群にわけ
赤血球の崩壊率を算出した．次に，赤血球濃度1．5×
107個／m1を取り出してmono－L－aspartyl　chlorin
e6を1，25μmo1／1になるように添加した群と
mono－L－aspartyl　chlorin　e6とBSAを共に1．25
μmol／1になるように添加した群にレーザー照射を
行って赤血球の崩壊率を算出した．ここで，各回は
10個体とした．Bovine　serum　alubuminを以下
（2）
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The　absorption　spectrum　of　hemoglobin
after　induction　of　hemolysis　has　peaks　at
367，　414，　541　and　576　nm　at　erythrocyte
concentration　with　a　1×106　cells／ml　in　dis－
tilled　water．
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Figure　3　The　absorption　spectrum　of　mono－L－
　　　aspartyl　chlorin　e　6
　　　The　absorption　spectrum　of　mono－L－aspartyl
　　chlorin　e　6　is　characterized　by　a　Soret　band
　　　at　398　nm　and　four　Q　bands　located　at　502，
　　530，　620，　and　654　nm　with　a　1．25　ptmol／1　in
　　PBS　solution　at　pH　7．4　（A）．　However，　when
　　in　bound　to　bovine　serum　albumin　at　rations
　　of　more　than　1：1　showed　absorption　peaks
　　at　405，　512，　540，　630，　644　nm　in　PBS　solu－
　　tion　at　pH　7．4　（B）
BSAと略す．リン酸緩衝塩溶液pH　7．4を以下PBS
と略す．光線力学的癌治療法をPhotodynamic　ther－
apy（PDT）と略す．
　　　O　O．5　1　15　2　　concentration　of　erythrocyte　（10’cells／ml）
Figure　4　The　titration　curve　of　the　erythrocyte
　 　concentration　with　hemoglobin　absorption　at
　　　576　nm．
　 　Hemolysis　of　various　concentrations　of
　　erythrocyte　from　1×106　cells／mol　to　1．5×
　　　10’　cells／ml　was　induced　by　distilled　water．
　　Hemoglobin　absorption　at　576　nm　（y）　was
　　measured　for　various　concentrations　of
　　erythrocytes　（x）．　［y＝O．203　x十〇．002］
結 果
　　1）分光特性
　蒸留水にて溶血させ抽出した赤血球濃度1．5×
107個／mlのヘモグロビンは波長367，414（Soret
帯），541，576（Q帯）nmに吸収ピークを持つスペ
クトルが観測された（図2）．
　　PBS溶液中の濃度1．25μmol／1のmono－L－
aspartyl　chlorin　e6はSoret帯が398　nmにQが
502，530，620，654nmに吸収ピークを持つ．この溶
液に同じモル濃度のBSAを添加するとmono－L－
aspartyl　chlorin　e6の吸収スペクトルはSoret帯が
405nmに，　Q帯が512，540，630，664　nmに観測さ
れた（図3）．
　赤血球濃度1．5×107個／mlを溶血させ抽出した
ヘモグロビン濃度とmono－L・aspartyl　chlorin　e6　Ue
度1．25μmol／1との領域で両者の吸収スペクトルを
比べるとヘモグロビンの波長576nmとmono－L－
aspartyl　chlorin　e6の波長664　nmとは各々独立的
に存在していた．
　ヘモグロビンのQ吸収帯波長である576nmの吸
光度は赤血球濃度1．5×107個／mlで0．307±1．43，
0．75×107個／m1で0．154±0．72，0．4×107個／mlで
0．083±0．54，0．2×107個／mlで0．043±0．54，0．1×
107個／mlで0．02±0．54であった．この赤血球濃度
（3）
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Figure　5　Erythrocytolysis　due　to　photodynamic
　　effects　of　mono－L－aspartyl　chlorin　e　6　using
　　a　diode　laser　photoradiation　at　664　nm．
　　A：The　erythrocytolysis　rates　of　erythrocyte
　　in　PBS　solution　at　pH　7．4　due　to
　　photodynamic　effects　at　each　of　the　concen－
　　trations　of　mono－L－aspartyl　chlorin
　　e6　（waavelength　664　nm，　power　66　mW／cm2
　　and　50　Joule／cm2）．
　　B：Erythrocytolysis　rate　in　PBS　solution　at
　　pH　7．4　showing　photodynamic　effects　at
　　each　concentration　of　mono－L－aspartyl　chlor－
　　in　e　6　in　1．25　＃mol／1　bovine　serum　albumin．
　　C：Erythrocytolysis　rate　in　PBS　soultion　at
　　pH　7．4，　photodynamic　effects　were　obtained
　　　at　each　concentration　of　mono－L－aspartyl
　　chlorin　e　6　to　which　was　added　2．5”mol／1
　　bovine　serum　albumin．
の領域で，赤血球濃度（x）はヘモグロビンの流出量
をQ吸収帯波長である576nmの吸光度（y）の測定
から求め，次の式により算出する．y＝0．203　x十
〇．002・…　　（1式）（図4）．
　2）赤血球の崩壊状況
　赤血球濃度1．5×107個／mlのPBS溶液中に
BSAを添加しない状態でmono・L－aspartyl　chlorin
e6を0，0．156，0．313，0．625，1．25，2．5，5，10μmol／
1添加して，半導体レーザーを波長664nm，出力66
mW／cm2で50　J／cm2になるように照射した．
mono－L・aspartyl　chlorin　e6が0，0．156，0．313
μmo1／1の濃度まで赤血球はほとんど崩壊していな
い事がわかった．しかし，赤血球の崩壊率は0．625
μmol／1で97％，1．25μmol／1で100％となり，以後
順次減少し2．5μmo1／1で86．8％，5μmol／1で
69．2％，10μmol／1で51，3％となった（図5－A）．赤
血球濃度1．5×107個／mlのPBS溶液中にBSAを
1．25μmo1／1になるように添加するとmono－L一
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Figure　6　Erythrocytolysis　rates　due’　to
　　photodynamic　effects　in　PBS　solution
　　containing　mono－L－aspartyl　chlorin　e　6　and
　　bovine　serum　albumin　with　a　photodynamic
　　effect．
　　Y　axis：Erythrocytolysis　rate　in　PBS　solu－
　　tion　at　pH　7．4　containing　2．5”mol／1　mono－
　L－aspartyl　chlorin　e　6，　obtained　by
　　photodynamic　effects　using　a　diode　laser
　　（wavelength　664　nm，　power　66　mW／cm2　and
　　50　Joule／cm2）．
　　X　axis：concentration　of　bovine　serum　albu－
　　min　in　the　erythrocyte　solution．
aspartyl　chlorin　e6が1．25μmol／1の濃度まで赤血
球は殆ど崩壊せず，2．5μmol／1で98．7％，5μmolで
92．3％崩壊している事がわかった（図5－B）．又，赤
血球濃度1．5×107個月mlのPBS溶液中にBSAを
2．5μmol／1になるように添加するとmono－L－
aspartyl　chlorin　e6が2．5μmo1／1の濃度までは赤
血球は殆ど崩壊せず，5μmol／1で100％崩壊してい
る事がわかった（図5－C）．
　赤血球濃度1．5×107個／ml中にmono－Laspartyl
chlorin　e6を2．5μmol／1含有しているPBS溶液に
BSAを0，0．625，1．25μmol／1になるようにそれぞ
れ添加すると，赤血球の崩壊率は76．3，98．5，100％
となった．しかし，BSA濃度が2．5μmol／1になると
赤血球は殆ど崩壊しなかった（図6）．
　赤血球濃度1．5×107個／ml　PBS溶液に，半導体レ
ーザーを照射した群と照射しない群共に赤血球沈降
後の上澄みに赤血球の吸収スペクトルは観測され
ず，崩壊率が0％であった．次に，赤血球濃度1．5×
107個／ml　PBS溶液にmono－L－aspartyl　chlorin　e6
を1．25μmol／1になるように添加して，レーザー照
射後の赤血球崩壊率は100％となった．しかし
mono－L－aspartyl　chlorin　e6とBSAと共に1．25
（4）
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Figure　7　Erythrocytolysis　rate
　　using　a　diode　laser　at　664　nm．
　　Y　axis：Erythrocytolysis　rate　in
　　PBS　solution　at　pH　7．4，
　　obtained　by　photodynamic
　　effect　using　a　diode　laser　（wave－
　　length　664　nm，　power　66　mW／
　　cm2　and　50　Joule／cm2）．
　　X　axis：mono－L－aspartyl　chlor－
　　in　e　6／bovine　serum　albumin
　　mole　ratio　with　a　before　and
　　after　photodynamic　treatment．
μmol／1になる様に調製したPBS溶液にてレーザ
ー照射を行った後には赤血球は殆ど崩壊しなかった
（図7）．
考 察
　Mono－L－aspartyl　chlorin　e6のSoret帯及びQ
帯の吸収波長はBSAとモル比が1：1の時にPBS
溶液中の吸収波長より約10nm長波長に移動する
事は土田等の報告6）7）と一致する．この長波長移動は
一般にbathocromin　shiftと呼ばれ生体分子の結合
又は置換等により構造状態に変化が生じる時に起こ
る．特に，分子内に存在するπ→π＊遷移は局性溶媒
は置換基との相互作用により長波長側へ移動す
る5）10）．mono－L－aspartyl　chlorin　e6のBSAによる
長波長移動は溶液をpH13の強いアルカリ状態にし
てBSAの構造を変性させるとPHS溶液にmono－
L－aspartyl　chlorin　e6のみ存在する状態の吸収ピー
クに戻る事が確認されている6）7）．これらより，
mono－Laspartyl　chlorin　e6とBSAとは一分子同
士で結合していると考えられる．
　赤血球のみ存在する（1．5×107個／ml）PBS溶液
に50J／cm2レーザー照射を行っても赤血球は崩壊
を起こすことがない（図7）．しかし，赤血球のPBS
溶液にmono－L－aspartyl　chlorin　e6を0．625μmol／
1になる様に添加すると赤血球の崩壊率は97％，
1．25μmol／1で100％となった（図5A）．赤血球の崩
壊率が100％となったmono－L－aspartyl　chlorin　e6
（1．25μmol／1）濃度と同一モル濃度のBSAを添加
した後にレーザー照射を行うと赤血球は殆ど崩壊し
なかった（図7）．赤血球濃度（1．5×107個／ml）の
PBS溶液にBSAを1．25μmol／1の割合で添加する
と，mono－L－aspartyl　chlorin　e6が1．25　＃　mol／1の
濃度で赤血球崩壊率は0％となり，2．5μmol／1の濃
度では100％となった．又，BSAが2．5μmol／1の時
にmono－L－aspartyl　chlorin　e6濃度2．5μmol／1で
赤血球崩壊率は0％であり，5μmo1／1の濃度で
100％となった（図5）．この現象から赤血球はBSA
とmono－L－aspartyl　chlorin　e6が同じモル比で存在
すると50J／cm2レーザー照射を行っても崩壊しな
い事が確認された．しかし，赤血球濃度（1．5×107
個／m1）の時にBSA濃度より1．25μmo1／1以上に
mono－Laspartyl　chlorin　e6の濃度が高くなると赤
血球崩壊率は100％となった．この事は血球のみ存
在する（1．5×107個／m1）PBS溶液に50　J／cm2レー
ザー照射を行って1．25μmol／1濃度でmono－L－
aspartyl　chlori　e6が存在すると赤血球の崩壊率が
100％となった状況と一致した．
　以上の事より赤血球は直接mono－L－aspartyl
chlorin　e6が接触しているときにレーザー照射を行
うと崩壊を起こす．しかし，血漿中ではmono－L－
aspartyl　chlorin　e6が赤血球よりも血清アルブミン
の方に強く結合しており，レーザー照射により赤血
球崩壊は起きにくいと思われる．
　この結果からmono－L－aspartyl　chlorin　e6による
光線力学的治療法に用いる濃度が充分に血清アルブ
ミン濃度より低いためレーザー照射に伴ったサイド
エフェクトが赤血球に及ばないと考えられる．
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Effects　of　mono－L－aspartyl　chlorin　e6　and　Laser　lrradiation
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　on　Erythrocytes
Sojurou　SUGA，　llyar　XIAHEDIN，　Naganobu　HAYASHI，
　　　　　　　Harubumi　KATO　and　Katsuo　AIZAWA“
　　Department　of　Surgery，　Tokyo　Medical　College
’　Department　of　Physiology，　Tokyo　Medical　Callege
　　　　　　（Director：Prof．　Harubumi　KATO）
　　Comparison　of　absorption　spectra　of　the　hemoglobin　obtained　by　erythrocytolysis　of　1．5　×　107　cells／ml
erythrocytes　and　1．25＃mol／1　mono－L－aspartyl　chlorin　e6，　showed　that　they　have　independent　peaks　at
576nm　fbr　hemoglobin　and　at　664　nm　f（）r　mono－L－aspartyl　chlorin　e6．
　　Erythrocytolsis　caused　by　the　photodynamic　e脆ct　of　a　diode　laser　was　evaluated　by　optical　density
with　absorption　of　hemoglobin　at　576　nm．　When　1．25＃mol／1　mono－L－aspartyl　chlorin　e6　was　added　to
1．5×107　erythrocytes／ml　in　PBS　solution　diode　laser　irradiation　at　wavelength　of　664nm，　power　of　66
mW／cm2　and　50　Joule／cm2　caused　100910　erythrocytolysis．　However　erythrocytes　in　PBS　solution　at　pH
7．4containing　BSA　and　the　same　concentration　of　mono－1．一aspartyl　chlorin　e6　were　not　lysed　with　the
same　treatment．
　　Erythrocytolysis　was　shown　to　be　caused　by　direct　contact　of　mono－L－aspartyl　chlorin　e6　and
erythrocytes　plus　photodynamic　effects　of　the　dioe　laser．
〈Key　words＞　Mono－L－aspartyl　chlorin　e6，
　　　　　　　　　　　Photodynamic　effect．
Eryt r cytes，　Bovine　serum　albumin，　Absorption　spectra，
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